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11 is well accepted rhat during myocardial iscl~emia and reperrusion membrane 
injlury, as may be induced by metabolic alterations, plays an impanant role ill {he 
pathogenesis of  irreversible cell damage. How and which, metabolic nlterarions 
aailribute to the development of membrane injury is still subject of investigation. 
In our studies we have focussed on membrane alterations during tire early 
phases of ischemia and reperfusion, with emphasis on the development of multilamel- 
Iar exlrusions. Tannic acid has been advocated for the preseniation of these lipiclic 
extrusions from myocardial membranes. Since tannic acid has a complex and variable 
composition and little is known about the precise seaction(s) or t~lnnic acid with pllos- 
pholipids, several methodologic questions had to be answered in relation to llae 
possible effects of tannic acid based fixation during tissue preparation. 
The findings of the various studies, descl-ibed in this thesis. provide more insiglil 
into the reaction(s) of tannic acid with phospholipids and the importance of t a ~ ~ n i c  
acid based fixation as a uool fo asses the clegree of myacerdial ischernjc (mernbrene) 
injury. 
Tannic acid was found not only to recluce the extraction of phosphollipicl from 
unilamellslr vesicles. but also to instantly induce aggregation when added to unilamel- 
lar vesicles (Chapter 2) .  This eventually leads to the formation of multilameller 
vesicles, which were retrieved in thin sections. I t  appears that the interaction of 
tannjc acid (in an approximately one-to-one molar ratio) with phospholipids, specifi- 
cally containing a clholine head group, may affect the electroslruric 01" hyc!n-~allion~ 
repulsive forces between the lipid bllayers and, hence, Facilicazing aggregation ~nclJi11 
fusion (Chapter 2 ancl 3). 
A striking di$Terence {was o b s e ~ e d  between the interaction 0f I ~ n l l i ~  ncill 
unijameilah vesicles prepared from phospliolipids extraclod [rum ~ u b b i l  ral heal[$. 
'rhis difference was believed lo be caused by ditferences rn the COntCIIt 
phospholipids wilh a tholine I~eadgroup (incluciing sphingornyelin. p h O s p f ' ~ ~ i d ~ l c ~ 1 ~ ~ i r 1 e  
ant[ the plasnlalogen phosphaticlaOci~~~ine). heing swbstlunliall~ lowel- in rat hearts 
(Chapter 3). 
Summary - 
In iscliemic and repedused rabbit hearts multihamellar vesicles were found in 
130th endothelial cells as we19 as in myocyres. In rnyocytes 2 5 3 0 %  o f  the observecl 
rnultilarnallar vcsicles were found lo be extruded from the sarca0ernma, 25-30% from 
mitochondrial n~embranes and 401-50% were located adjacent to or in lipid droplets 
(Chapter 4 and 5 ) .  
The Lola! number of mulllilarnellar vesicles observed in: rnyocytes, and those 
extruded from mitochondria1 membranes particularly. was found lo be significanrlly 
increased in hearts rendered ischemic for at least 60 minutes. Multilamellar vesicles 
extruded from the sarcolcrnrna were only found to increase upon reperfusion after the 
same period of ischemia. The number of multilamellar vesicles extruded from lipid 
clsoplets was found to be independent of the experimental condition (Chapter 4 and 5). 
Since the num~ber of multilarnellar vesicles observed in the ischemic myocardium 
is positively related to the ischemic injury score. as based on several morphological 
parameters on a semi-quantitative scale, i t  is likely that these extrusions may be used 
to assess the clelgree of ischemic (membrane) in.jwry in a more quantitative way 
(Chapter 4). 
I t  was remarkable that multilamellar vesicles could also be observed, though in 
sn~all quantities, after periods of ischemia as short as 30 minutes or even in nom- 
oxically perfused control hearts. This indicates that rnultilamellar extrusions are not 
solely caused by the ischemic insult (Chapter 4 m d  51. 
All tnultilamellar vesicles observed were similar in morphological architecture 
(size-dlslribulion and lserioclicity of inembrane la~nellae of tile extrusions) irrespective 
01" their site of location a ~ ~ c l  [ ie experimental conchition, indicating xhar there way of 
hrrnation is based on similar mechanisms. The difference in size and number of 
rn~1lrilarne1lnr vesicles abscived be[ween rat and rabbit hearts is probably clue to the 
dil'krent phospholipid content of the nuernhi-anes in these species (Chapter 4,  5 and 6 ) .  
01 was deinol?slrated that in both ischemic anl$ reperhsed rat nnd labbit hearts 
Ihr significant increase in nnl~ltilamellar extrusions correlates in tinue with I )  a 
bignificanl ccleple21on of' A'I'P, 2) a significani accumulation of fatty acids (in particular 
t~rachiclonic acid, an indicator of phospholipid degradation) and 3) a significantly 
inlcrl;asetl leakage of' LDH (as estimated in rabbits). No significanl alterations were 
trbscfvenil in tlie iiss~le content of iriacylglycerols and phospholipids (Chapter 5 and 6). 
Their might be a causal relation 'Lretwreen the accvmulnlion oi' amphipathic lipicls 
during ischemia and the destabilization of myoca~-dial menibrunes, as reflecied b~ tE~c 
increased number of rnultilamellar vesicles. These changes are Likely to have f~inetiorunl 
consequences. as reflected by the leakage of LDH during reperfusion. Sitice rhc 
amount of arachidonic acid, an importarik constwent of phospholipids, nccura~uli?tcrl 
during ischemia I(nmolar range) is only indicating the degradation of a small a frncricrn 
of the total phospholipid content Cprnolar range), the findings in itlie present siurl! 
provide evidence that only a wry limited degradation ol' niembraile phospholipids miby 
cause significant membrane leakage {Cliapler 5 and 6).  
Fum-threr investigation of possible causal relations between !he loss or membrane 
integrity. in which the glycoealyx and the cycoskeleton also plays a role, and 
biocheniical and physico-chemical alterations dtar-ing ischemia and/or repelfision, 
coluld shed more light on the lnaechanisrns invol\fed in the developnlena of myocardial 
cell injury. 
Ellei is algemeen geaccepteerd dal membraan beschadiging aijldenc rnyxscardialle 
ischemie en reperfusie. welke bijvoorbeeld geinduceercl kan worden door metabole 
veranderingen. een belangrijke rol speelt in de pathogenese van irreversibele cel 
beschadiging. Welke metabale veranderingen bijdragen tot de ontwikkeling van 
membraan beschadigmg en hoe deze plaatsvinden IS onduidelijk. 
Wij hebben in de hjei- beschreven sludies onze aarudachl gericht op membraan 
veranderingen ~ijdeius de vroege fase van ischemie en reperfusie, met name op de 
ontwikkeling van nawlililarnellzairt: rnenzbraan arsnoeringen. 'Fanninezuur wordt geacht de 
prescwntle van deze lipicl snructuren in myocardiaal weefsel te bevorderen. Tannine- 
zuur heeh een complcxc en variabele samenstelling. Omdat er weinig bekend is over 
de  exacte interactie tussen Ilanniriezuur en fosfolipiden. werden er eerst enkele 
rnethodalogischc vragen bcaniwoord met betrekking tot de mogelijke effecten van 
nannii~ezuur tijdens weefsel-fixatie. 
De bevi~nolia~gen zoals beschreven in dil prcreSschriftft, bieden nïeer inzicht in de  
effecten van ilanninezuur op fosfolipiden en de berekenis van tanninezuui' bevaitende 
fixaties al~s midciel om cle mate van myëucardiale (n.iernhr-aan) beschadiging leri gevolge 
van ischemie re kwantificeren. 
"T'mninezu~ir recl~icee~~l niet alleen de extractie van fosfolipiden uit ~inilamellaire 
liclit~amlyes. maar induceert tevens aggregatie, fusie en de formatie van multilarneklaire 
srnicci.iren, welke in dunne coupes terug ae vonden zi,jn (Hoolclsr~mk 2 ) .  Het i s  
wsaa~celiiJrrljijk tlaii cle Ertlea-actie vien tannlnez~iur n-iei fosfolipiden ( i n  ongeveer een I : I 
molaire ratio). iii luer ihi,jznncler die í'osiolupitlen wel~kc een choline Il~ooldgroep 
hevartein. rle elcc~i'ostntische eniof hyclralatie nfsiuiingskiachlen tussen de lipicl 
bilagen bcf~nvlocítx en zo aggregatie cnlob Fusie bzvorc8ei-i (Hool'clstuk 2 en 3). 
Unilarnellniie lichaarnl>.jes t~ei.tooi~clcn een opvnllencl verschil voor wat betreft de 
iitteracti*: met ~rri~r.rinezuwir. afhankelijk van liet feit of de fosfolipiden waarvan ze 
gemankt werden, geixrraheerd waren uit konijncl~ai-ren ol uit ratieharren. Dit verschil 
wordt waatschijnli~ik ~~~~~~~zaak door d e  Ihoeveclheid fosfolipiden met een claoline 
hooklgrnep (zoals sphingcrn~yelinc. phosplaatidylcholine en de plasi~~alogen phosphatidal- 
choline). wel kc substaniieel lager was in  t-attel?ai-ien (Hoe~fdstuli 3). 
ischemische en gerepcPfundeerdir konijpreharten weden nlujtilarm;lejlai~% 
simcluren aangetroffen in endotheel cellen alsook in de cardiomycrey~en. In dit iantste 
cellppe was de relatieve verdehg van muliilan~ellni~e lichamen als \'o&gti 25-30%> \,tin 
de structuren was afkomstig als uitslulping van de plasma'lemma. 25-30% vnil mitoclzorr- 
drlale membranen cn 40-50% werd gevonden in of nabij Intrarellulaire veidnrppels 
(Hoofdstuk 4 er1 53. 
Het lolaal aantal geobserveerde m~iltilan~ellalre membraan uitstulpingen iri 
myacynen en in heit bijzoncler die welkc afgesnoerd waren van mîtachondi-iale 
membranen nana significant toe nadat harten iscl~emisch wareli genlaakt VOO/. een 
13eriode vain tenminste 60 minuten. 111 regenctellirug tol de rnuliilarnellaire lieliaarnlljes 
welke afgesnoerd waren kan rnitocliandiiale ine~mbsanan. nam liei nunulal, mernbrat~ir 
afsnoeringen vair hei sarcolemma niet significaint toe onder deze ischernische conclinies. 
Werden echter de harten gereperfundeerd na een ischemische periode van tenuninsic 60 
minutcn, dan werd er  wel eer1 significante toename waargenomen. [-Let aanlal tii~iilti- 
Iannellaire structuren in of nabij ~etdnlppelis bleek onafharikclijk te zijn vnii de 
(patho)fysiologische conditie van hel l~ai~spieiweefse! (Hoofdstuk 4 eri 5). 
Het Is waarschij,nlijk dat rnultilaimellaire membraan afsnoeringen gehiniiki kunnen 
worden voor de bepaling van de mate van (membraan) beschacligit~g ien gei~olpe I J ~ ~ I  
ischeinie. Het aantal multilameilaire lichaampjes in het ischemische har~spiew~eefs'ccl is 
narilelijk positief gerelaieercl aai1 de ischemische schade-score, welke gebaseerd is 01) 
diverse morfologische kenmerken (Hoofdstuk 4). 
Alle rnwltilarnellaire slructuien Iiad~ienm een vergelijkbare morfologische nrchl- 
iecitLiur (grootte-distribuiie en 1x1-iodicireit vnn de lamelilen) wnafhninkelij,k v~mi de ~ ~ 1 1 -  
cellulaire localisalie en de experimeniele condilie. Dit suggereert dal d& 111aniel' V ~ I I  
multiismellaire lichaamvorming gebaseerd is op een overeenkomstig meclzaniclrne. Hel 
verschil tussen ratie- ei1 konljneharlen voor wat betreft de grootte en sxantal 
n-luliiParnellaire structuren worclt waarschijnlijk veroorzaakt door een verschil in d e  
fosfolipid samensielling van de nrenaibranen in deze diersoorten (Hoofdsluk 4 en 5 ) .  
Aangetoond werd dat itr zowel ischemische als in gereipelfundeerde mille- en 
knnijneharlen 'je significante toename van het aanlal mullihmella~re lichaanlp.ieb 
is En tijd ,liet U )  een significante depletie van KrP, 2 )  een signilicanie 
accumulaitic van 1;etzuren (arachicIonziuur, een indicator voor ~osbolipicl afbraak, in het 
Samenvalling 
bijzonder] en 3) een signiifican~te toename van de LDH lekkage lalleen in konijnen 
bekeken). Er werden geen significaflie veranderingen waaregenomen in de hloeveelheden 
(riacylglycerol.; en fosfolipiden welke in het weefsel aanwezig zijn (Hoofdstuk 5 en 6 ) .  
Het is mogelijk dai er een causaal verband bestaat tussen de accumulatie van 
:iniplaipalhicche Iipicici? en de desrabilizatie van myoeardiale membranen iijclens 
ischemie, zoals weerspiegeld in de toename van rnultilamellaire afsnoeringen. Deze 
ver-anderingen hebben waarscl~i,jntijlt ook functionele consequenties, zoals blijkt ui! de 
lekkage van CDH ri.jclens repeifusie. Omdat de significante sirijging van de hoeveelheid 
ai.achidanzuur (nmol range) slechrrs de a f b r a k  van een kleine fractie van de totale 
fosluFolipidem inhoud (flmal range) weergeeft. suggereren de behaalde resultaten dat een 
bepealrte afbraak van foslulipiden reeds tot een significante membraan lekkage 
aanleiding kan geven (Hooklstuk 5 en 6).  
Verder onclerzoek naai de magelijk causale relatie tussen het verlies van 
membraan inlegrileit enerzijds, waarbij de glycocalyx en het membraan-cyioskeletaire 
netwerk ook een rol spelen, en de biochemische en physico-chemlschc veranderingen 
tijdens isclaanie en/oS icperFucie anderzijds. kan meer licht werpen 013 de mechanismen 
beisokken bij de ontwilíkeling van myocarcliale cel beschadiging. 
